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の時点で 21,000 種以上の P450 遺伝子が報告されているが、現在でも機能や生理基質が不明な分
子種が多数存在する。これらの機能を理解する上で、P450 の生理基質や基質特異性を明らかにす
ることは重要である。P450 の基質を検出する方法として、酸化成績体の GC/MS や LC/MS を用
いた検出が一般的に知られている。しかし、この方法では一度に評価できる基質候補小分子の数に
限界があり、迅速かつ網羅的に P450 の基質を特定できないことが P450 研究のボトルネックとな
っている。この状況を解決するために、発表者らは NADH 固定化基板上に形成させた小分子マイ
クロアレイと、基質の酸化に伴い生じた NAD+ を検出するプローブを用いた P450 基質検出法を
開発した[1]。P450 が基質を酸化するためには、分子状酸素を活性化するための電子供給源である 
NAD(P)H とその伝達系タンパク質が必要であり、特に NAD(P)H は化学量論量消費されるため、
本手法はこの原理を利用している。しかし、この方法を P450 基質のハイスループットスクリーニ
ングに適用するには、検出感度とシグナルバックグラウンド比に問題が残されていた。そこで、発
表者は新たな高感度 NAD(P)+ 検出法を開発し、その手法を用いた P450 基質の迅速かつ網羅的な
判定システムの確立を本研究の目的とした。 
 






色素 1 (abs/em = 372/444 nm) の蛍光量
を定量する。本手法は NAD(P)+ が関与する様々な酵素の基質および阻害剤アッセイに利用可能で
あるが、P450 基質のハイスループットスクリーニングに適用するには、共存する NAD(P)Hや基質






/蛍光極大波長 (abs/em = 421/480 nm) を併せ持つ新規蛍光色素を与えることを見出した 。 
次に、開発した 2-アセチルベンゾフランを利用する NAD(P)+ 検出法と、これまでに報告されて
いる 4 種類の NAD(P)+ 検出法、すなわち (1) NAD(P)H の紫外領域の吸収を利用する方法、(2) 
NAD(P)H の蛍光を利用する方法、(3) アルカリ法、(4) アセトフェノンを利用する方法、の比較を
行った。比較の結果、2-アセチルベンゾフランを用いることで、これまでに報告されている NAD(P)+ 
検出法より、高い蛍光強度にて NAD(P)+ を検出することに成功した。また、アッセイ系の質を示
す指標である Z’ 値も、最高値の 1 に近い良好な値 (Z’ = 0.96) を示し、開発した NAD(P)+ 検出
法がハイスループットスクリーニングに適する質の高いアッセイ系であることを確認した。 
 
2. シトクロム P450分子群の基質特異性解析法の開発 
  開発した NAD(P)+ 検出法を用いて、 P450 による基質の酸化を判別することが可能か検討を行
った。96 ウェルマイクロプレート中で基質候補小分子、P450、還元酵素系、および NAD(P)H を
反応させると、基質の入ったウェル中では、基質の酸化に伴い NAD(P)H が消費され、NAD(P)+ が
生成する。生成した NAD(P)+ を 2-アセチルベンゾフランと反応させ、反応溶液の蛍光強度を測定








 まず、モデル実験として、巨大菌  Bacillus megaterium 由来の  P450BM3 および緑膿菌 
Pseudomonas putida 由来の P450cam と、それぞれの生理基質である長鎖脂肪酸およびカンファー
を含む 21 種類の P450 基質ライブラリーを用いて、各 P450 の基質の判別を検討した。その結果、
NAD(P)H や蛍光性の基質候補化合物の影響を受けることなく、基質候補ライブラリー中からそれ
ぞれの P450 の基質を正確に判別することに成功し、開発した検出法が P450 基質のハイスループ
ットスクリーニングに適する方法であることを確認した。 
 次に、今回開発した NAD(P)+ 検出法を既存の基質結合スペクトル解析や LC/MS 法と組み合わ
せることで、網羅的な P450 基質特異性解析システムの構築を検討した。化合物ライブラリーとし
ては当研究室所蔵の合成サンプルおよび試薬からなる  1053 種類の化合物を、P450 としては 
P450BM3 および P450cam を用いた。まず一次スクリーニングとして、先に開発した NAD(P)+ 検 
出法により NAD(P)H から NAD(P)+ への変換を促進する小分子を検出した。次にヒットした小分 
子が基質として P450 に結合するかを確認するため、二次スクリーニングとして基質結合スペクト
ルの測定を行った。これらのスクリーニングにより絞り込まれた基質候補小分子に関しては、別途 
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